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Abstract  
Background: Although the single nucleotide polymorphisms (SNPs) genotyping is now a 
standard method in the evolutionary and epidemiological studies of anthrax, but application of 
this technique is not possible in low-budget laboratories due to its sequence-based nature. 
Molecular epidemiologic studies of Bacillus anthracis play an important role in identifying and 
differentiating different strains during the bioterrorism-related outbreaks. 
Objective: The aim of this study was to investigate the application of restriction enzymes in Van 
Ert SNPs typing. 
Methods: This applied study was conducted in research & development laboratory of aerobic 
veterinary bacterial vaccines department in Razi Vaccine and Serum Research Institute during 
2014. The corresponding genomic segments of the B. anthracis Sterne 34F2 strain were searched 
in order to identify appropriate restriction enzymes to digest SNPs loci. The accuracy of the 
results was confirmed by sequencing of the PCR products. 
Findings: Of 13 studied loci, 3 were found to be available for restriction enzymes due to their 
target SNPs. Feasibility of this technique was examined through enzymatic treatment of a 560 
bp-long PCR product including the A.Br004 SNP of the standard strain by BsmI. The PCR 
product was digested and was divided into 224 bp and 336 bp long fragments.  
Conclusion: With regards to the results, it seems that the RE-SNPs typing as a simple method is 
appropriate for the van Ert genotyping of B. anthracis and resolves the need for expensive 
sequencing.  
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  چكيده
ي آنتـراكس مطـرح گيرشناس ـژنوتايپينگ به عنوان روش استاندارد در مطالعه هاي تكاملي و همـه  PNSرغم اين كه امروزه علي :زمينه
هايي كه با محـدوديت بودجـه مواجـه هسـتند، وجـود است، اما به دليل نياز به تعيين توالي در اين روش، امكان اجراي آن در آزمايشگاه
  . ندارد
نجام ا ()trE naVژنوتايپينگ ون ارت  PNS اجراي سيستمهاي محدودكننده در مطالعه به منظور بررسي امكان استفاده از آنزيم :هدف
  .شد
پزشكي مؤسسه رازي هاي هوازي دامدر آزمايشگاه تحقيق و توسعه بخش واكسن 3931اين مطالعه كاربردي در سال : هامواد و روش
هاي مربوطه بر روي ژنوم سويه قطعه ،PNSهاي هاي محدودكننده مناسب جهت هضم لوكوسبه منظور شناسايي آنزيم. كرج انجام شد
  .تأييد شد RCPصحت نتايج با استفاده از تعيين توالي محصولات . بررسي شدند يسباسيلوس آنتراس 2F43
قطعـه  .هاي محدودكننده قابل افتراق بودندخود، توسط آنزيم PNSلوكوس به واسطه نوع  3لوكوس بررسي شده،  31از ميان  :هايافته
عـه بـا كـه دو قط  قـرار داده شـد  ImsBتحت تأثير آنـزيم  در سويه استاندارد و جدايه حاد 400rB.Aجفت بازي مربوط به لوكوس  065
خـود توسـط آنـزيم  PNSدر بررسي امكان اجراي روش، سويه اسـتاندارد بـه واسـطه نـوع . جفت باز حاصل شد 422و  633هاي اندازه
  . شدشكسته 
جهـت اجـراي و مناسب روشي ساده گ تايپين PNS-ERرسد پس از تكميل فرآيند تحقيق، ها به نظر ميبا توجه به يافته: گيرينتيجه
  .باشد و نياز به انجام روش پرهزينه تعيين توالي مرتفع شودون ارت  سيستم ژنوتايپينگ
  
  AND هاي محدودكننده، آنزيميپيژنوت يهاروش فيلوژني،باسيلوس آنتراسيس،  :هاكليدواژه
 
 
  :مقدمه
ر هاي شناخته شـده د ترين بيماريآنتراكس از قديمي     
مت آدمي را بـراي هـزاران سـال تاريخ بشر است كه سلا
پيشينه موارد مشكوك ابتلاي انسـان و . ده استتهديد كر
هاي زبان سانسكريت و دام به اين بيماري در دست نوشته
هـاي مـذهبي قـديمي نظيـر تـورات همچنـين در كتـاب
انتشار جهاني آنتراكس از نظر  (1).شودديده مي (sudoxE)
پروري و مبادله تجـاري هاي دامجغرافيايي متأثر از فعاليت
 امـروزه باسـيلوس (2).دام و ف ـرآورده هـاي دامـي اسـت 
شناختي زيستافزار  جنگ ترينمهلك به عنوان آنتراسيس
اخيـر  هايسال در الملليبين جامعه توجه لذا. است طرحم
از نظـر  (2).است يافته افزايش آنتراكس گيرشناسيهمه هب
هـاي ميـان تمـام بـاكتري باسـيلوس آنتراسـيس تكاملي، 
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به عنـوان يـك  ترين تغييرات ژنتيكي را دارد وكمپاتوژن 
بـا توجـه بـه ماهيـت  (3).شـود باكتري جوان محسوب مي
هـاي هاي ژنتيكـي بسـيار محـدود سـويه كلونال و تفاوت
توانايي  هاي ژنتيكي دارايتنها روش ،باسيلوس آنتراسيس
هـاي ايـن قادر به شناسايي سـويه  ،خيص افتراقي زيادتش
مورفيسم ناشـي از واحـدهاي تكـراري پلي. پاتوژن هستند
كه  (msihpromyloP taepeR mednaT)پشت سرهم 
و  setilletasorcim  ،setilletasinim ملشا)نوع  ر سهد
شـوند بنـدي مـي طبقـه  (editoelcun-elgnisتكرارهاي 
گزينـي انفـرادي مورفيسـم ناشـي از جـاي همراه بـا پلـي 
 (msihpromyloP editoelcuN elgniS)نوكلئوتيـدها 
در  (5و4).نددارا راين توانايي ي هستند كه يهااز معدود روش
 fo rebmun elbairav-sucol -itluMحال حاضر روش 
 sisylana RTNVنام ه كه ب )AVLM( taeper mednat
 11شـامل )لوكـوس  51با تكيـه بـر  ،شودنيز شناخته مي
يكي  (لوكوس پلاسميدي 4لوكوس حاضر در كروموزوم و 
از روش ه ــاي اس ــتاندارد ش ــده ژنوتايپين ــگ باس ــيلوس 
كـاران بـا و هم ون ارت 7002در سال  (6).است آنتراسيس
دست آمده از تعيـين تـوالي ه اي باتكا بر اطلاعات مقايسه
وش ، ركامل ژنوم چندين سـويه از باسـيلوس آنتراسـيس 
بـا اعمـال ايـن هـا آن. دندرا معرفي كر PNS ژنوتايپينگ
باسـيلوس المللـي بـين ترين مجموعه ي بزرگروش بر رو
كشور جهان از  24جدايه از  4401ه گيرنددر بر) آنتراسيس
را گروه ژنتيكي اصلي  21( يك جدايه منفرد از ايرانجمله 
  (8و7).دنددر تمام جهان شناسايي كر
هاي اصـلي تگاهاساز خ منطقه خاورميانه و ايران يكي     
كـه بخـش  ضـمن آن  (9)اهلي كردن دام در جهـان اسـت 
جـاده مهمي از شاهراه كهن اقتصادي دنياي قـديم يعنـي 
بـا  ،بـدين ترتيـب . ده اسـت كـر ر مـي ابريشم از ايران عبو
هاي آنـدميك اين نكته كه ايران از جمله كانونآگاهي از 
           آگـ ــاهي از  (01)سـ ــنتي آنتـ ــراكس در جهـ ــان اسـ ــت، 
شناسـي مولكـولي باسـيلوس آنتراسـيس در ايـن گيرهمه
با وجود انجام . كشور از اهميت ويژه جهاني برخوردار است
بر روي آنتـراكس در گيرشناسي همهو باليني  هايهمطالع
ژنتيك جمعيتي اين پاتوژن براي نخستين بار  (11-81)،ايران
ايراني با اسـتفاده از جدايه  61 ويبر رمؤذني جولا توسط 
 لوكـوس 8 از اسـتفاده ب ـاو  AVLM ژنوتايپينـگروش 
-1Oxp ,3GC ,2Crrv ,1Crrv ,2Brrv ,1Brrv ,Arrv)
تيپ ژنتيكي  7انجام شد كه وجود حداقل  (ta-2Oxp ,taa
 (.تدين، اطلاعات منتشر نشده)را در اين كشور نشان داد 
تار سـاخون ارت ابـداعي  PNSدر روش ژنوتايپينـگ      
پـس لوكوس ژنتيكي باسيلوس آنتراسيس  31نوكلئوتيدي 
  بـه  شـود؛ بررسي مـي  RCPاز آمپلي فيكاسيون به روش 
 ,300.rB.A ,200.rB.A ,100.rB.A مشخصه هاينام
 ,800.rB.A ,700.rB.A ,600.rB.A ,400.rB.A
 ,300.rB.B ,200.rB.B ,100.rB.B ,900.rB.A
هر نوكلئوتيـد  پس از تعيين،  100.rB.B/A ,400.rB.B
صـورت ه دسـت آمـده ب  ـه نتـايج ب  ـ ،هدف در هر لوكوس
تيپ تعريف شـده قبلـي وجـود  21تجميعي با آنچه كه از 
 نتيكـي جدايـه مـورد بررسـي تعيـين دارد مقايسه و تيپ ژ
 نخسـت آن : ويژگي فنـي دارد  دوون ارت روش . دشومي
كه طراحي پرايمرهاي مورد نياز بـراي آمپلـي فيكاسـيون 
است كه انـدازه همـه  ايگونه بهگانه هدف  31 يهاهقطع
. اسـت  بـاز  زوج 001 از تـر كوچـك مفروض  محصول 31
 از پس قطعات گونه اين تخليص و جداسازيبدين ترتيب 
 هاينوكلئوتيدتوالي  تعييناجراي آزمون  همچنين و تكثير
ال اشـك  با معمولاً توالي تعيين متعارف هايماشين با هاآن
آن به جهـت نيـاز بـه  از استفادهاين كه دوم . است راههم
هـاي در تـوان آزمايشـگاه قيمـت عمومـاً  گران تجهيزات
       (31-51).نيستتحقيقاتي كشورهاي در حال توسعه 
ور بررسـي امكـان اسـتفاده از    ايـن مطالعـه بـه منظـ     
 PNSكننــده در اجــراي سيســتم هــاي محدودآنــزيم
  .انجام شدون ارت ژنوتايپينگ 
  
  :هاد و روشموا
در آزمايشـگاه  3931اين مطالعـه كـاربردي در سـال      
هـاي هـوازي مؤسسـه تحقيق و توسـعه بخـش واكسـن 
تمـام . سازي رازي كرج انجام شدتحقيقات واكسن و سرم
 كلاس آزمايشگاه هاي مولكولار درمراحل كشت و آزمون
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 كاردستور  براساس ميكروبي و ضد ايمني كابينت زير و ІІ
  .دام اجرا شد جهاني بهداشت نسازما
 2F43 enretS  باسيلوس آنتراسيس سويه واكسينال     
باسـيلوس حـاد جدايـه و يـك عنوان سويه اسـتاندارد ه ب
اخذ شده از يك بيمار در استان تهران در آرشيو آنتراسيس 
هـاي كارايي يافتهبا هدف بررسي يكروبي مؤسسه رازي م
مـورد اشـاره ت جدايـه هوي  ـ. استفاده شدمطالعه كاربردي 
ي، هاي استاندارد ميكروبيولوژيكروشاساس پيش از اين بر
بررسـي و بـه عنـوان باسـيلوس  مولكـولي  بيوشـيميايي و 
  .ه بودشناخته شدآنتراسيس 
ها سويه استاندارد از اسپور باكتري جهت كشت جدايه و    
 ASTابتـدا اسـپور بـاكتري بـر روي محـيط . استفاده شد
محيط  آن به از سپس يك عدد كلني تك. كشت داده شد
 73 دماي ساعت در 81تا  41مدت ه ب ،تلقيح BSTكشت 
هـا آن و جهت اسـتخراج از  (91)دارينگهگراد درجه سانتي
حامـل  BSTاز محيط ميكروليتر  008معادل . استفاده شد
منتقل  gnir-Oباكتري به يك تيوب ميكروفيوژ مجهز به 
. انجام شـد  0006gدقيقه در دور  5به مدت  ژسانتريفيوو 
بـه  ETبـافر ميكروليتـر  004ي را دور ريختـه و مايع روي
يوژهـاي ميكروف. درسوب حاصل از سانتريفيوژ افـزوده ش ـ
هاي باكتري در عمق يك بن ماري محتوي سوسپانسيون
دقيقـه در ايـن  02مـدت ه قرار داده شد و ب  ـ 59با دماي 
 5مـدت ه ها ب  ـسپس محتويات لوله. داري شدندحالت نگه
ع فوقـاني پـس از و مـاي  ژسانتريفيو 0006g دقيقه در دور 
يـوژ بـه ميكروف ميكرومتـر  0/22 يسـرنگ عبور از فيلتر سر
فعال شـدن جهت اطمينان از غير (02).جديد انتقال داده شد
از هر نمونه فيلتر شده بر روي يك ميكروليتر  02 ،باكتري
ساعت در  42مدت ه دار كشت داده شد و بپليت آگار خون
داري و از نظر احتمال رشد نگهگراد درجه سانتي 73 ايدم
ه فعـال ب  ـهـاي غير نمونه. بررسي شد آنتراسيس باسيلوس
تـا هنگـام  ،عنوان سوسپانسـيون محتـوي ژنـوم بـاكتري 
گـراد درجه سانتي 4 در دمايهاي بعدي استفاده در آزمون
  .داري شدندنگه
مل سـويه ژنوم كا ،هاي بيوانفورماتيبررسيبه منظور      
با اسـتفاده از برنامـه  2F43 enretS باسيلوس آنتراسيس
لوكوس معرفي  31تمام سپس  .شدتجو جس (12)simetrA
براسـاس پرايمرهـاي پيشـنهاد شـده ون ارت شده توسط 
ي قابـل تصـور در مـورد هـر لوكـوس هاو آلليابي مكان
يـابي دستي ارب .دمشخص شون ارت هاي اساس يافتهبر
 تراندازه بزرگ گانه با  31هاي به قطعات محتوي لوكوس
، از ون ارت روش بـامقايسـه در ( زوج بـاز 007تـا  054)
مكـان طراحـي د تـا ا اسـتفاده ش ـ (32و22)3پرايمـر افزار نرم
 كيلو باز 2يك قطعه به اندازه بهترين زوج پرايمر براساس 
بررسـي  2F43 enretSه باسيلوس آنتراسيس سوياز ژنوم 
 دسترسي در قابل) rettuC PNSبا استفاده از برنامه  .دشو
،  (/rettuc_PNS/ude.ogacihcu.dsb.ofnioib//:ptth
كننده با دامنـه اثـر محـدود مناسـب در آنزيم هضموجود 
  .ر لوكوس بررسي شدمورد ه
 AND نمونـه  دو هـر ي رو بـر  RCP واكـنش س سپ     
ي مرهـا يپرا از منظـور  نيبـد . شـد  انجـام  شـده  استخراج
ي تــــوال بــــا 400 rB.A لوكــــوسي اختصاصــــ
 و  3AGGAATGGAGGTGGTTAAGGTC5
 3TACAGCAGCAAATGACCATAGCC5
 را يبـاز  جفـت  065 قطعـه  كي ـ مريپرا نيا. اده شداستف
 لوكوس نيا ريتكث جهتي ياجرا دستور كار. كننديم ريتكث
دسـتور  نيا طبق. بود شده نهيبه نيشيپ مطالعه انيجر در
رح زيـر شبه  كهبود  تريكروليم 8 واكنشي ينها حجم ،ارك
 مصـرف  آمـاده ي تجـار  مخلـوط  تـر يكروليم 4: تهيه شـد 
ز ج به) RCP ازين مورد ياجزا تمام يحاو noqilpmA®
        ميآنـ ــز ،sPTNd جملـ ــه از (مـ ــريپرا و AND ونـ ــهمن
 ازي ك ــاف ريمق ــاد و 2lcgM ،esaremylop AND qaT
، ynamreG) RCP متعــارفي هــامكمــل و امــلاح
 هر از تريكروليم 0/51 الگو، AND تريكروليم 1 ،(ehcoR
 آب تـر يكروليم 2/7 و( lm/lomp 01 غلظـت  بـا ) مـر يپرا
 از RCP يهـا واكـنش  انجـام  جهـت . تقطيـر  بار دو مقطر
 )ynamreG ,miehnaM( اپنـدورف  كلريترموسا دستگاه
 حرارت دور كي بربود  مشتمل RCP واكنش. شد استفاده
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 و قهيدق 5 مدت بهگراد درجه سانتي 59ي دما دري مقدمات
 59ي دمـا  در واسرشـت  مراحـل  شامل تكراريچرخه  53
ي دما در اتصال مرحله ه،يثان 03 مدت بهگراد سانتيدرجه 
 در ري ـتكث مرحلـه  و هيثان 54 مدت بهگراد سانتيدرجه  56
 كي ـ بـا  كـه  هيثان 54 مدت بهگراد درجه سانتي 27ي دما
 بـه گـراد سـانتي  درجـه  27 يدما دري ليتكم ريتكث مرحله
  .افتي انيپا قهيدق 01 مدت
  . ر سازنده انجـام شـد اك اساس دستورهضم آنزيمي بر     
 2، RCPميكروليت ــر از محص ــولات  5ك ــار  ب ــراي اي ــن 
ميكروليتر آب  01 و× 01 ميكروليتر بافر 3آنزيم،  ميكروليتر
محصولات هضم شده طي . بار تقطير افزوده شد مقطر دو
سـاعت پـس از  61سـاعت و  01سـاعت،  5)سـه نوبـت 
درصـد و  1/5ژل آگارز بـا غلظـت بر روي ( افزودن آنزيم
در ايـن . الكتروفورز شـدند  efaS deRآميزي شده با رنگ
بدون آنزيم در كنار محصـولات  RCPمرحله محصولات 
ثير آنـزيم بـه أهضم آنزيم الكتروفورز شدند تا ت  ـ صل ازحا
  .خوبي مشخص شود
  
  : هاافتهي
 31كننده متقارن بـا هاي هضمجستجو به دنبال آنزيم     
 ؛لوكوس با موفقيت همـراه بـود  3در مورد  ،لوكوس هدف
داراي منطقـه بـرش  ImsBبدين ترتيب آنزيم اختصاصي 
هـاي آنـزيم و  400rB.Aدر مورد لوكـوس  CGTAAG
   در مـ ــوردبـ ــه ترتيـ ــب  ISssBو  IYesBاختصاصـ ــي 
در . ايي شـدند شناس 600rB.Aو  200rB.Aهاي لوكوس
كننـده در هاي هضمهاي آنزيمكنندهبررسي بازار و عرضه
در نتيجه اجراي آزمون . ديافت ش ImsBايران فقط آنزيم 
بر روي ژنوم هر دو سويه واكسينال و جدايـه حـاد  RCP
نتراسيس با موفقيت يـك محصـول بـه طـول باسيلوس آ
در (. 1شـماره شكل )د حاصل ش زوج باز 065مورد انتظار 
به صـورت مسـتقل بـر روي هـر دو  يند هضم آنزيميافر
آمپليكـون مربـوط بـه سـويه  الكتروفورز ،RCPمحصول 
اي بـه قطعـه  ،واكسينال نشان داد پس از هضـم آنزيمـي 
در  .اقي مانـد زوج باز همچنـان بـدون تغييـر ب  ـ 065طول 
سـبب  ImsBجدايه حاد هضـم آنزيمـي توسـط كه حالي 
بينـي شـده بـه پيشبه دو قطعه  RCPشكست محصول 
درسـتي (. 2شـكل شـماره )زوج باز شد  422و  633 طول
ها با استفاده از روش تعيـين تـوالي نوكلئوتيـدها اين يافته
در ژنوم سويه واكسينال  Aگزيني نوكلئوتيد بررسي و جاي
كـه در مركـز جايگـاه )در ژنوم جدايه حـاد  Tكلئوتيد با نو
شـكل )مشخص شد ( قرار گرفته است ImsBعمل آنزيم 
  (.3شماره 
  
  
جفت بازي مربوط به لوكوس  065تكثير قطعه  - 1شكل 
باسيلوس enretS  2F43 ناليواكسدر سويه  400rB.A
گر نشان كنار در( 2) و جدايه تحت مطالعه (1) آنتراسيس
  (M)جفت بازي  001 ليوزن مولكو
  
پس از هضم آنزيمي توسط  RCPمحصولات  -2شكل  
 enretS  2F43سويه استاندارد . ImsBاندونوكلئاز 
( 2)همراه با آنزيم ( 1)باسيلوس آنتراسيس بدون آنزيم 
 آنزيم همراه با (3) آنزيم بدون آنتراسيس باسيلوس ايهجد
  (M)ي جفت باز001 گر وزن مولكولينشان كنار در (4)
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   400rB.Aكروماتوگرام مربوط به لوكوس  - 3شكل 
  
  :گيريبحث و نتيجه
ون ارت  در مطالعه حاضر دو تغيير در روش پيشنهادي     
سبب تسهيل در اجراي ايـن  داده شد كه به نظر مي رسد
اندازه تمـام محصـولات نخست اين كه . روش شده است
است كـه زوج باز  001تر از در روش اصلي كوچك RCP
هـاي ترموسـايكلر و هاي مجهز بـه ماشـين در آزمايشگاه
كـردن بـا  كـار  ،همچنين سيستم ژل الكتروفـورز متعـارف 
. با اشكال همراه استبه طور معمول قطعات در اين اندازه 
هاي لوكوسطراحي پرايمرهاي مربوط به  تحقيق حاضر در
اي انجام شد كـه انـدازه محصـولات مورد بررسي به گونه
  .زوج باز باشد 007تا  054بين  RCP
هاي منتشر نشده تدين و همكاران در مـورد بـه يافته     
هاي ايراني و كارگيري اين روش بر روي تعدادي از جدايه
غيرايراني باسـيلوس آنتراسـيس در مؤسسـه رازي وجـود 
حداقل سه تيپ ژنتيكي را در ميان اين جدايـه هـا نشـان 
لوكوس  31ود از مجموع براساس اطلاعات موج. دهندمي
لوكـوس در جمعيـت ايرانـي  5فقـط ون ارت پيشـنهادي 
هـا در تمـام مـورف و بقيـه آن  باسيلوس آنتراسـيس پلـي 
. دان  ـودهب  ـبررسـي، ثابـت و بـدون تغييـر مورد هاي جدايه
اسـت كـه بـه لوكوس فوق  5از  ييك 400rB.Aلوكوس 
ت از اهمي ـآنتراكس در ايـران  هايهرسد در مطالعنظر مي
  . باشدتري برخوردار بيش
    ثر مطالعـه حاضـر معرفـي امكـان دومـين تغييـر مـؤ     
جاي تعيين توالي ه گزيني هضم آنزيمي كنترل شده بجاي
نويسـندگان . ددها در ايـن روش ژنوتايپينـگ بـو نوكلئوتي
يم ديگـر مشـخص شـده، يابي به دو آنزاميدوارند با دست
  .ندتر كنملاكرا  توانايي اين روش
  
  :گزاريسپاس
سـازي رازي سرمن همكاري مؤسسه تحقيقات واكسز ا   
شوراي پژوهشي دانشـگاه علـوم پزشـكي قـزوين  و كرج
نامـه مقطـع كارشناسـي هاي اين پايانهزينه مينتأ جهت
 . شودارشد اين دانشگاه قدرداني مي
  
  :مراجع
 .la te ,FP swolleF ,LK htimS ,RP rekoC .1
 sgip aeniuG ni ecneluriv sicarhtna sullicaB
 si debrosda eniccav xarhtna htiw detaniccav
 J .ytilanolc dna seititnauq dimsalp ot deknil
 8-2121 :)3( 14 ;raM 3002 loiborciM nilC
 xarhtnA .la te ,W reyeB ,S eelK ,R wonurG .2
 ylbissop eporuE ni sresu nioreh gnoma
 ecnis niarts sicarhtna sullicaB emas yb desuac
-1 :)31( 81 ;82 raM 3102 llievruS oruE .0002
 9
 te ,MA akstyvelK ,MJ ekidneurG ,P mieK .3
 sullicaB fo noitairav dna emoneg ehT .la
 03 ;ceD 9002 deM stcepsA loM .sicarhtna
 504-793 :)6(
 .la te ,S cavejlaV ,G inoiggaF ,F atsiL .4
 sniarts sicarhtna sullicaB fo gnipytoneG
 elpitlum icol-52 yrallipac detamotua no desab
 staeper mednat rebmun-elbairav sucol
 33 :6 ;6 rpA 6002 loiborciM CMB .sisylana
 .la te ,L nedyrB ,TC siweL ,WC olitartS .5
 rof sisylana taeper editoelcun-elgniS
 nilC J .setalosi sicarhtna sullicaB gnipytbus
 28-777 :)3( 44 ;raM 6002 loiborciM
 .la te ,E aveigroeG ,D nilI ,M neprewtnA .6
  euqinu a deifitnedi sisylana  PNS  dna AVLM
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